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論文内容要旨
はじめに
 し細胞やHeLa細胞のような組織培養で増殖したセンダイウィルス(LSendai,HeI、aSendaiと
 略称)は,発育鶏卵で増殖したウイルス(eggSendai)と比較すると,溶血能,細胞融合能,
 培養細胞への感染性等の生物活性を著しく欠いている。LSendaiやHeLaSendaiとegg
 Sendaiとの構造上の違いをポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用いて調べると、ウイルス被
 膜を構成する糖蛋白(GP)に大きな差異がみられた。すなわちeggSendaiは主に2つの糖蛋
 白GP1とGP3を含んでいるが,LSendaiやHeLaSendaiにおいてはGP3含量は極めて
 少なく,その代りにeggSendaiにはないGP2が存在する。
 またLSendaiやHeLaSendaiは稀薄なトリプシンで処理されると上記の生物活性をすべ
 て獲得するが,同時にGP2の消失とGP3量の増大そして分子量の小さい糖蛋白GP4の出現が
 みられた。かくしてeggSendaiに匹敵する生物活性を獲得したLSendaiやHeLaSendai
 は構成糖蛋白のパターンにおいてもeggSendaiのパターンと同様なものとなることが既に著
 者らにより報告されている(Ho㎜aandOhuchi,1973)。
 本実験はGP2のクリヴェージによりGP3とGP4が生ずる事そしてこのウイルスの生物活性
 の発現にはGP2のクリヴェージが必須であるという事を,より直接的に示すために,ウイルス
 被膜の再構成粒子という単純化された系を用いたρeggSendaiの被膜をエマゾールで可溶化
 しそこから得た再構成粒子はウイルス被膜の持っている生物活性をすべて保持している事そして
 この再構成被膜は主にGP1とGP3からなっている事が知られている(Shim⑫uetal,1972)。
 本研究はLLGMK2細胞で増殖したセンダイウイルス(MKSendai)の被膜を可溶化再構
 成させた粒子を用い,その生物活性と構成糖蛋白のパターンとの相関を検討したものである。
実験方法
 MKSendaiの被膜をpH10の炭酸buffer中で0.5%エマゾールで可溶化してがら
 SephaexG200カラムを用いてエマゾールを除去し再構成粒子を得た。トリプシン処理は次
 の3つの場合に分けて行った。1)ウイルス粒子に対して,2)エマゾールで可溶化された糖蛋
 白に対して,3)再構成粒子に対して,それぞれトリプシン処理を行いその効果をみた。構成蛋
 白の分析はSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動法によって行われた。活性化の示標として溶
 血能を測定した。
}
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成績
 1.MKSendaiより得られた再構成被膜には溶血能はみられなかったが。.その不活性な再構成
 被膜粒子をトリプシンで処理してやると高い溶血活性の出現がみられた。MKSendaiウイル
 ス粒子をあらかじめトリプシン処理で活性化してから可溶化再構成し亡得た粒子は高い溶血活性
 を持っていた。またMKSendafの被膜を可溶化し,その可溶化された糖蛋白牽含む溶液をト
 、ザプシン処理してから再構成させても,再構成粒子に高い溶血活性がみられた。'乞再構成被膜粒
 子の蛋白分析から,不活性型の粒子はGP1とGP2からなり,活性のある粒子はGP1とGP・3
 と分子量の小さい糖蛋白GP4からなる事が明らかにされた。3.再構成粒子や可溶化糖蛋白に対
 するトリプシン処理はGP2のクリヴェ～ジに加えてGP1のクリヴェ'一ジをも引起す事が明らか
 になった。GP1は赤血球凝集能やノイラミニダーゼ活性を担う糖蛋白である事が知られている
 が,GP1のクリヴェージによるこれらの活性の変化は観察されなかった。'
結
弘珊
 ウイルスの溶血能等の活性を発現させるのに用いたトリプシン処理はGP2に'クリヴェージを
 引起しGP3とGP4に変換せしめる事が明らかとなった。センダイウイルスの溶血能等の生物
 活性の発現にはGP2のクリヴェージが必須であると考えられる。
考察
 センダイウィルスが溶血能や細胞融合能等の生物活性を発現するためには,GP2のクリヴェー
 ジが必要であるという事がウイルス被膜の再構成粒子という,より単純化された系においても確
 認された。トリプシン処理はウイルス粒子に対してと同様,再構成粒子に対しても,また可溶化
 された状態にある糖蛋白に対しても有効であり,いずれの場合においても活性の発現とともにG
 P2のクリヴェージを引起した。再構成粒子や可溶化状態の糖蛋白に対するトリプシン処理はG
 P1にもクリヴェージを生じせしめるが,intactなウイルス粒子に存在するGP1にはクリヴ.
 エージを起さない。これは,intactなウイルス粒子にあってはGP1のトリプシンsensitlve
 な部位はウイルス被膜中に埋め込まれていたのが、可溶化状態や再構成粒子上では}リプシンに
 sensitiveな部位が露出しているためトリプシンの攻撃を受けクリヴェージを生じたものと考
 えられる。
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ミ
 審査結果の要旨
 組織培養細胞で増殖したSenda三virus(例えばMK-Sendai)は卵の漿尿腔で増殖したegg-
 Sendaiと異なり,溶血能,細胞融合能,培養細胞への感染性を欠く。本論文はその差異を化学
 的に証明しようと試みたものである。
 従来Se6daivirusにはHANA+スパイクとHANA『スパイクと2種類の糖蛋白スパイクの
 存在が知られ,前者はGP1というペプチドから構成され,後者はGP3とGP4とから構成される
 事が判っている。ただしMK-SendaiはHANA『スパイクがGP2という糖ペプチドで構成され,
 これがトリプシンでdevageを起しGP3とGP4とに変換するとegg-Sendai同様の生物活性が
 回復する事が知られている。
 本論文はMK-Sendaiをアルカリエマゾール処理し,可溶化成分を得て,粒子を再構成させ,
 その再構成粒子に対するトリプシンの影響を種々なる角度から検討した。その結果,MK-Sendai
 再構成粒子は溶血能を欠くが,トリプシン処理で溶血能が出現する事,トリプシン処理を経た構
 成粒子の再構成では高い溶血活性を始めから示すこと,ウィルス粒子をトリプシン処理後得た構
 成粒子の再構成でも溶血活性を示すことなどの条件吟味からGP2のdevageがGP3とG恥とを
 産む事が生物活性の出現につながる事を証明し得た。
 以上本論文は学位授与に値するものと認める。
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